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Streszczenie

Badania mikrobiologiczne, prowadzone wokdt sktadowiska odpadow komunalnych w Tarnowie-
-Krzyzu, mialy na celu zbadanie wpltywu czynnego skladowiska na sktad mikroflory epifityczne;.
W ramach do$wiadczenia badano sktad iloéciowy i jakosciowy mikroflory (bakterie, promieniowce,
plesnie i drozdze) pszenicy ozimej odmiany Zura w zaleznoéci od sezonu wegetacyjnego, wieku ro-
$liny 1 lokalizacji uprawy.

Ponad 90% izolowanych drobnoustrojow badanych roélin stanowity bakterie i drozdze. Czynni-
kiem istotnie roznicujacym sktad ilo§ciowy mikroflory epifitycznej, niezaleznie od punktu badawcze-
g0, byt wiek rosliny. Czynnikiem réznicujacym sktad jakosciowy mikroflory byto stanowisko badaw-
cze. Najrzadziej izolowano promieniowce, ktore byly reprezentowane przez przedstawicieli rodzaju
Streptomyces. Sktad mikroflory epifitycznej roslin ze stanowiska oddzielonego od czynnego sktado-
wiska lasem odbiegat od sktadu mikroepifitoéw roslin z pozostatych poletek, co sugeruje inne pocho-
dzenie drobnoustrojow niz w przypadku pozostatych stanowisk. Na poletkach zlokalizowanych naj-
blizej czynnego sektora sktadowiska kilkakrotnie stwierdzano wystgpowanie gronkowcow, Escheri-
chia coli 1 grzybow plesniowych z gatunku Aspergillus flavus, z czego wynika, ze obiekt ten moze
by¢ zrédtem ich pochodzenia, majacym wplyw na ksztattowanie si¢ sktadu jakosciowego mikroflory.

WSTEP

Drobnoustroje powszechnie wystepuja na kuli ziemskiej, skutecznie zasiedlajac
wszystkie srodowiska, ktore zapewniaja im dostep do sktadnikéw pokarmowych
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i wody. Sktad populacji zalezy od wielu czynnikdéw Srodowiskowych i zdolno$ci
adaptacyjnych mikroorganizméw. Jednym z naturalnych $rodowisk, zapewniaja-
cym drobnoustrojom optymalne warunki do wzrostu i rozwoju oraz staty dostep do
pokarmu, jest nadziemna czg$¢ roslin (zwlaszcza liscie) zwana fyllosfera. Z fyllos-
fery izoluje sig¢ drozdze, bakterie, grzyby strzgpkowe, promieniowce, pierwotniaki
i glony [CHMIEL, 2004; DERRIDJ, 1996; DIX, WEBSTER, 1995; MCARTUR, 2006].

Drobnoustroje dostaja si¢ na powierzchni¢ roslin réznymi drogami — z gleby
juz w czasie kietkowania, z kroplami deszczu, sa przenoszone przez owady czy
wiatr razem z kurzem i pytem [DIX, WEBSTER, 1995]. Jednym ze zrédet bioaerozolu
sa niewatpliwie czynne sktadowiska odpadow [BARABASZ i in., 2007], a mikroorga-
nizmy pochodzace ze sktadowanych $mieci zapewne moga osadza¢ si¢ i rozwijac¢ na
ro$linach.

Badania mikrobiologiczne miaty na celu oceng potencjalnego wptywu czynne-
go sktadowiska odpadéw komunalnych na sktad mikroflory epifitycznej roslin
W jego najblizszym otoczeniu. W ramach doswiadczenia badano sktad ilosciowy
ijakosciowy bakterii, promieniowcow, plesni i drozdzy w zaleznosci od sezonu
wegetacyjnego, wieku rosliny i lokalizacji uprawy.

METODY BADAN

Wokot sktadowiska wyznaczono dwie strefy: I — od 50 do 250 m i II — od 250
do 500 m od jego granic. W obu strefach z czterech stron sktadowiska i dodatkowo
w jego zrekultywowanej czgsci zalozono poletka doswiadczalne o powierzchni 25

3
m” (tab. 1).

Tabela 1. Lokalizacja poletek w poblizu sktadowiska odpadow

Table 1. Location of study plots near the municipal waste dumping site

Stanowisko Lokalizacja poletek Location on study plots
Study plot kierunek direction strefa, m zone, m
Wl zachod west 50-250
wII zachod west 250-500
NI poinoc north 50-250
NII poinoc north 250-500
EI wschod east 50-250
EII wschod east 250-500
S1 potudnie south 50-250
S1I potudnie south 250-500
V4 teren zrekultywowanego sektora rehabilitated part of the waste dumping site

Doswiadczenie prowadzono w czterech powtorzeniach, w dwoch kolejnych se-
zonach wegetacyjnych, w latach 2006 i 2007. Mikropoletka oddzielono od siebie
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pasami o szerokosci 1 m. Na poletkach wysiano pszeniceg jara (Triticum aestivum
L.) odmiany Zura i na kazdym z nich prowadzono jednakowe zabiegi pielegnacyijne.

W sezonach wegetacyjnych lat 2006 i 2007 przebadano 36 probek. Liscie ba-
danych roslin pobierano w sposéb losowy z 10 roslin do jalowych pojemnikow.
Mikrobiologiczna analiz¢ ilosciowa przeprowadzono metoda seryjnych rozcien-
czen. Usredniona probke 10 g lisci homogenizowano z 90 cm’ soli fizjologicznej
i kolejne rozcienczenia posiewano na podtoza hodowlane (TSA, MEA, Actinomy-
cetes Growth Medium) [ATLAS, PARKS, 1997; PEPPER, GERBA, BRENDECKE,
1995]. Po odpowiednim czasie inkubacji zliczano kolonie, a uzyskane wyniki prze-
liczano na liczbe jednostek tworzacych kolonie na powierzchni liscia (jtk-cm ).

Oznaczano liczebno$¢ bakterii, promieniowcéw oraz grzybow strzepkowych
i drozdzy. Z kazdej probki, na podstawie obserwacji makroskopowych, izolowano
czyste szczepy dominujacych drobnoustrojow i oznaczano ich przynalezno$¢ sys-
tematyczna zgodnie z zaleceniami kluczy diagnostycznych. Ze wzgledu na duza
liczbe probek wigkszo$¢ oznaczen ograniczono do rodzaju [Bergey’s..., 1989;
1994; BILAJ, 1977; DOMSCH, GAMS, 1972; FASSATIOVA, 1983; GILMAN, 1975;
RAPER, FENNELL, 1965; RAPER, THOM, 1949]. Wyniki badan jakosciowych pod-
dano analizie wieloczynnikowej (z wykorzystaniem programu Statistica 8) w celu
oceny rozproszenia drobnoustrojéw na uprawach o roznej lokalizacji wzgledem
sktadowiska.

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Wedtug wielu badaczy ro$liny starsze charakteryzuja si¢ liczniejsza mikroflora
epifityczna. Z wiekiem zmieniaja si¢ rowniez proporcje drobnoustrojéw — miodsze
rosliny sa zasiedlane gldwnie przez bakterie, a na starszych przewazaja grzyby
[CHMIEL, 2004; JACQUES, 1996; TIMMS-WILSON i in., 2006; ZAK, 2002]. Na pod-
stawie wynikow uzyskanych w ramach niniejszych badan rowniez stwierdzono, ze
czynnikiem réznicujacym liczebnos¢ drobnoustrojow w fyllosferze pszenicy jest
wiek rosliny. Mikroflora probek przebadanych latem byta liczniejsza niz probek
wiosennych (rys. 1). We wszystkich przebadanych probkach dominowaty bakterie
i drozdze (ponad 90% populacji), rzadziej izolowano grzyby plesniowe i jedynie
sporadycznie — promieniowce. Nie zaobserwowano natomiast istotnego zréznico-
wania liczebnosci mikroflory na réznych stanowiskach (tab. 2).

Mikroflora ro$lin stanowi ogromne bogactwo nie tylko ilosciowe, ale i gatun-
kowe. O sktadzie mikroflory decyduje wiele czynnikow biotycznych i abiotycz-
nych. Na powierzchni roslin moga wystgpowac rézne drobnoustroje, w tym choro-
botworcze dla zwierzat, a nawet ludzi. Te mikroorganizmy moga znalez¢ si¢ w pot-
produktach i produktach roslinnych przeznaczonych do spozycia, zmniejszajac ich
trwato$¢ 1 pogarszajac jakos¢, a takze stwarzajac zagrozenie dla konsumentow
[SPENCER-PHILLIPS i in., 2006; SUSLOV, 2002].
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Rys. 1. Liczebno$¢ wszystkich drobnoustrojow na powierzchni lisci w zaleznosci od stanowiska
i terminu poboru proby

Fig. 1. The number of all microorganisms on leaves in relation to the study plot and sampling date

Przeprowadzone analizy jakoSciowe (tab. 3) umozliwity lepsza oceng zréznico-
wania mikroflory roslin na r6znych stanowiskach niz analizy ilo§ciowe.

Ze szczegotowych danych jakosciowych wynika, ze wiele drobnoustrojow, jak
drozdze, gram-ujemne pateczki z rodzaju Pseudomonas, gram-dodatnie ziarniaki i pa-
teczki oraz kilka rodzajow grzybow (Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Mucor)
iinne, nalezy uzna¢ za powszechnie wystepujace w fyllosferze badanych ro$lin, nie-
zaleznie od stanowiska, wieku rosliny czy sezonu wegetacyjnego (tab. 3).

Z fyllosfery ro$lin stanowisk zlokalizowanych w pierwszej strefie (w odlegto-
sci do 250 m od czynnego sektora sktadowiska) i na obszarze zrekultywowanym
kilkakrotnie izolowano Escherichia coli, a takze gronkowce oraz grzyby z gatunku
Aspergillus flavus, co moze sugerowac, ze to wlasnie sktadowisko jest zrodtem ich
pochodzenia (tab. 3).

Wyniki analizy czynnikowej przygotowanej w oparciu o sktad mikroepifitow wy-
raznie pokazuja odmienno$¢ mikroflory stanowiska SII (rys. 2). Stanowisko to bylo
zlokalizowane w kierunku potudniowym w duzej odlegtosci od czynnego sktadowi-
ska i za $ciang lasu, co moze $wiadczy¢ o innych zrodtach pochodzenia drobnoustro-
jow. Réwniez sktad mikroflory stanowisk zlokalizowanych blisko czynnego sektora
sktadowiska (Z, NI, WI) odbiega od pozostatych.

Jak podaje BARABASZ i in. [2007] miejsca sktadowania odpadow moga by¢ zro-
dtem szkodliwych drobnoustrojow i bioaerozolu, ktéry — jak wynika z powyzszych
badan — moze osadzac¢ si¢ na roslinach i modyfikowa¢ sktad mikroflory epifityczne;j.
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Tabela 2. Sktad ilociowy mikroflory epifitycznej Triticum aestivum L.

Table 2. The number of epiphytic microorganisms of Triticum aestivum L.

Liczebnos¢, jtk‘cm’2 Number, cfurcm™
s 2 4 8 23 2 8 [~ < 3 g S 28 2L
a P R & §§ B = a8 > R & gg e = | >
A< A<
05.06 2006 25.07 2006
EI 511 0,07 0,64 362 2269 0 14,89 4 609
EIl 2 836 0 0,85 191 579% 0 4,25 12 764
WI 759 0 1,21 808 2964 0 3,62 12 764
WII 1340 0 0,50 347 7 800 0 1,49 8509
NI 213 0 0,71 85 2553 0 1,77 1986
NII 695 0 0,69 1206 7942 0 2,48 12 764
SI 1206 0 0,85 1276 12 835 0 0,28 638
SII 5035 0 1,42 4822 21983 0 14,18 29 783
Z 2248 0 2,20 3 29 840 0 1,42 43256
30.05.2007 17.07.2007
EI 291 0,07 2,13 19 21274 0 0,14 19 855
EIl 780 0,07 1,35 284 12 055 0 0,07 21983
WI 511 0,07 1,42 780 156 006 0 3,83 24110
WII 305 0 0,28 425 40419 0 0,07 22 691
NI 206 0,21 2,13 34 24 819 0 4,25 26237
NII 709 0,07 0,14 780 21274 0 1,42 19 855
SI 702 0 0 1347 24110 0 0,92 13 473
SII 362 0 0,57 362 22692 0 2,13 2411
Z 921 0 0,71 1 064 36 165 0 2,84 2269

Obecnos¢ chorobotwoérczych bakterii czy toksynotworczych gatunkéw grzybow na
roslinach z cala pewnoscia moze nie tylko pogarsza¢ jakos¢ plonow, ale takze
stwarza¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi. Jak podaje BRANDL [2006] na $wiecie
zwigksza sig liczba zachorowan w wyniku spozycia $wiezych produktow roslinnych
skazonych bakteriami Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
Shigella sp., Yersinia sp. 1 Staphylococcus aureus. Aby uniknaé takiego zagrozenia
wokot obiektow mogacych emitowaé szkodliwy bioaerozol (jak kompostownie czy
sktadowiska odpadow), nie nalezy prowadzi¢ upraw rolniczych lub lokalizowac je
w odleglosci co najmniej kilkuset metrow i oddziela¢ strefa ochronna, najlepiej w po-
staci nasadzen lesnych.
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Tabela 3. Sktad jako$ciowy mikroflory epifitycznej Triticum aestivum L.

Table 3. Taxonomic composition of the epiphytic microflore of Triticum aestivum L.

‘@ O B @ @

z = 8 B IR BRI o alalala

=gl 8% |85|8|8lggwelelglel g7 (8|88l

g6 fF % |glg|g|z|E g glg|a|g|s T |84 8|=

N A< B =

1 2 314|5]6 7 819 [10]11 12 13 (14| 15]|16

EI Bacillus + + + + Strep- + 0 0 0 Penicillium + + 0 0
Lactobacillus + 0 + + fomyces A. flavus + + 0 0
Micrococcus + 0 0 + Aspergillus + 0 0 O
ziarniaki g* + o+ + o+ Rhizopus + + 0 0
gram-positive Fusarium 0 + + 0
cocel Alternaria 0 0 + 0
pateczki g’. + + + + Mucor 00 0 +
rgézrsn-negatlve Drozdze Yeasts + + + +
Pseudomonas 0 + + +
E. coli 0 0 0 +

EIl  Pseudomonas + + + 4+ Strep- 0 0 + O Rhizopus + 0 0 O
Bacillus + + + + lomyces Mucor + o+ o+ o+
ziarniaki g* + o+ + o+ Penicillium 0 + 0 0
gram-positive Aspergillus 0 + 0 0
cocet Cladosporium 0O + 0 0
pateczki gi, tor ot A. niger 0O 0 + 0
rg;airsn-negatlve Alternaria 0 0 + 0
Micrococcus 0O+ 0 0 Absidia 00 + 0
Lactobacillus 0o 0 0 + Drozdze Yeasts + + + +

WI  Pseudomonas + 0 + + Strep- 0 0 + O Penicillium + + + +
Bacillus + + + + lomyces Aspergillus + 0 0 +
Lactobacillus + 0 0 + Mucor + + 0 0
ziarniaki g* + + 4+ o+ Fusarium Cla- 0 + 0 +
gram-positive dosporium 0 + 0 +
cocci Alternaria 0 0 0 +
pateczki gi' + £+ + Drozdze Yeasts + + 4+ +
gram-negative
rods
Micrococcus 0O+ 0 O

WII  Pseudomonas + 0 0 + - - — — — Penicillium + + + 0
Bacillus + + + 0 Aspergillus 0 + 0 0
ziarniaki g* + o+ 4+ o+ A. flavus 0 0 + 0
gram-positive Mucor 00 0 +
cocet Drozdze Yeasts + + + +
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cd. tab. 3
1| 2 [3]4]s5]e6] 7 [8]o]io]i] 12 [13]14]15] 16
WII  pateczki g~ + + + +
gram-negative
rods
Lactobacillus 0o+ + 0
Micrococcus 0o + 0 +
NI Pseudomonas + + + + Strep- 0 0 + O Penicillium + + + +
Bacillus + + 0 + tomyces Aspergillus + + 0 +
Lactobacillus + 0 + + Mucor 0O + 0 O
pateczki g + + + + Zygorhynchus 0 + 0 0
gram-negative A. flavus 0 0 + 0
rods Rhizopus 0 0 + 0
Micrococcus 0 + + + Cladosporium 0 0 0 +
ziarniaki gi, 0+ + + Drozdze Yeasts + + + +
gram-negative
cocci
Staphylococcus + + 0 0
NII  Pseudomonas + + 0 + Strep- 0 0 + O Penicillium + + + +
Bacillus + + + + fomyces Mucor + + 0 +
ziarniaki g* + o+ + o+ Aspergillus 0 + 0 0
gram—positive Fusarium 0 + 0 0
cocet Alternaria 0 0 + 0
pateczki g ) oot Phycomyces 0 0 + 0
rgézrsn-negatlve Drozdze Yeasts + + + +
Lactobacillus 0o + + +
Micrococcus 0O 0 + 0
SI Bacillus + + + + - - — — — Penicillium + + 0 +
Lactobacillus + + 0 + Rhizopus + + 0 0
ziarniaki g* + o+ + o+ Aspergillus 0 0 0 +
gram-positive Alternaria 00 0 +
coccet Mucor 0 0 0 +
pateczkig oot Drozdze Yeasts T + + +
gram-negative
rods
Pseudomonas 0o + + +
Micrococcus 0O+ 0 O
SII Pseudomonas + + + + - - — — — Trichothecium + + 0 O
Bacillus + + + + Penicillium + + + +
ziarniaki g* + + + + Verticillium 0o + 0 +
gram—positive Cladosporium 0 + 0 0
cocet Fusarium 0 + 0 0
Alternaria 0 0 + 0
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cd. tab. 3
1 2 [3]4]s]e] 7 [s8]ofio]11] 12 [13[14]15] 16
SII pateczki g + + + + Mucor 0o 0 + +
gram-negative A. niger 0 0 0 +
rods Absidia 0 + + 0
Lactobacillus 0o + + + Drozdze Yeasts + + + +
Z Pseudomonas + + 4+ o+ - - — — — Penicillium + + 0 +
Bacillus + + 0 + Aspergillus + + 0 +
E. coli + 0 + + Mucor + + 0 +
ziarniaki g* + + + + Cladosporium 0 + 0 0
gram—positive Fusarium 0 0 + 0
cocct Alternaria 0 0 + 0
Lactobacillus 0o + + + A. niger 0 0 0 +
Micrococcus 0+ + 0 A. flavus 0 + 0 +
pateczki g o0 + + + Drozdze Yeasts + + + +
gram-negative
rods
Staphylococcus 0 0 0 +
1,0 .
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Czynnik 1 Factor 1

Rys. 2. Roznice w sktadzie mikroflory roslin réznych stanowisk na podstawie analizy czynnikowej;
czynnik 1 — wyizolowane drobnoustroje, czynnik 2 — czgstotliwo$¢ wystgpowania wyizolowanych

mikroorganizméw

Fig. 2. Differences in microbial composition on plants from various plots based on factorial analysis;
factor 1 — isolated microorganisms, factor 2 — frequency of occurrence of isolated microorganisms
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PODSUMOWANIE

Ponad 90% izolowanych drobnoustrojéw badanych roslin stanowity bakterie
i drozdze. Czynnikiem roznicujacym sktad ilosciowy mikroflory epifitycznej, nie-
zaleznie od punktu badawczego, byt wiek rosliny. Czynnikiem r6éznicujacym sktad
jako$ciowy mikroflory byto stanowisko badawcze. Najrzadziej izolowano promie-
niowce, ktére byly reprezentowane przez przedstawicieli rodzaju Streptomyces.
Sktad mikroflory epifitycznej roslin na stanowisku oddzielonym od czynnego skta-
dowiska lasem odbiegat od sktadu mikroepifitow na pozostatych poletkach, co su-
geruje inne pochodzenie drobnoustrojow niz w przypadku pozostalych stanowisk.
Na stanowiskach zlokalizowanych najblizej czynnego sektora sktadowiska stwier-
dzono wystgpowanie gronkowcow, Escherichia coli 1 grzyboéw plesniowych z ga-
tunku Aspergillus flavus, co moze wskazywac ten obiekt jako zrodto ich pochodze-
nia.

Badania finansowane z projektu 2PO6R08929
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EPIPHYTIC MICROFLORA OF Triticum aestivum L.
AROUND THE MUNICIPAL WASTE DUMPING SITE IN TARNOW-KRZYZ

Key words: epiphytic micro-flora, municipal waste dumping site, Triticum aestivum
Summary

Microbiological studies carried out in Tarnéw-Krzyz aimed at analysing the effect of active
waste dumping site on the composition of epiphytic microflora. The number and composition of mi-
croflora (bacteria, actinomycetes, mould fungi and yeasts) on winter wheat of the Zura variety were
analysed in relation to season, plant’s age and location of the crop.

Bacteria and yeasts constituted over 90% of the isolated microorganisms from the tested plants.
Plant’s age was the important factor in differentiating the number of epiphytic microflora irrespective
of the study site. The site was the factor important for the composition of microorganisms. Actinomy-
cetes represented by Streptomyces species were the least frequently isolated microorganisms. The
composition of epiphytic microflora from sites separated by forest from waste dumping site was dif-
ferent from that of other plots, which suggests different origin of these microorganisms. In plots lo-
cated nearest to the active part of the dumping site, Staphylococci, Escherichia coli and the mould
fungus Aspergillus flavus were found several times. This may indicate the dumping site as a potential
source of microorganisms which may influence the composition of plants’ microflora.
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